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摘要 
I 
摘要 
在细胞程序性坏死的过程中，MLKL 形成多聚体是非常重要的一步，多聚体
也是 MLKL 执行坏死功能的重要单位。但是 MLKL 形成多聚的具体机理现在还
不是很清楚。本研究表明 MLKL 多聚体是以八聚体为主要形态，通过 MLKL 分
子间不同的表面氨基酸位点相互作用而形成。我发现 MLKL 的多聚体主要是八
聚体，而八聚体则是由四聚体所组成的。并且 MLKL 并不会再形成比八聚体更
大的多聚体。在体外重组表达的 MLKL 蛋白进行的层析分离实验中，我发现
MLKL 只会形成单一的多聚体峰。MLKL 从四聚体到八聚体的变化过程中，其 N
端的几个关键的氨基酸位点起到了重要的作用。其中第 79 位的丝氨酸和第 106
位的天冬氨酸突变为电中性的丙氨酸后，MLKL 无法形成八聚体，只能形成四聚
体中间体。当把第 122 位的苏氨酸突变为具有巯基的半胱氨酸时，MLKL 可以在
不需要交联剂 DSS 的条件下，在 western 电泳时可以看到八聚体的条带。从而说
明在 MLKL 八聚体形成的过程中，第 79 位的丝氨酸，第 106 位的天冬氨酸和第
122 位的苏氨酸具有重要作用。我还发现 MLKL 蛋白 N 端的第 30 和第 34 位的
精氨酸，对于 MLKL 多聚体整合到细胞膜的过程，有重要的作用。当我把第 30
和第 34 位的精氨酸突变为丙氨酸的时候，MLKL 可以形成八聚体，但是无法整
合到细胞膜上。我进一步研究发现，在细胞膜上的 MLKL 多聚体蛋白的 N 端和
C 端的氨基酸残基，都没有穿透到细胞膜外表面。本文证明了 MLKL 八聚体是
最大的 MLKL 多聚体，并且是 MLKL 整合到细胞膜上的功能单位，而且在细胞
膜上的 MLKL 蛋白的 N 端和 C 端的氨基酸残基都没有突破细胞膜表面。这些对
于更进一步的认知和了解 MLKL 多聚体在细胞坏死中的作用有重要的意义。 
 
 
关键词：MLKL；细胞坏死；多聚体
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
II 
ABSTRACT 
MLKL monomer formed octamer is an essential step in necroptosis. Also, octamer is an 
important unit for cell to execute necroptosis. However, the mechanism of forming MLKL 
octamer is still largely unknow. Here we show that the MLKL oligomer is mainly octamer. 
And individual MLKL could form octamer via core amino sites. MLKL octamer is composed 
by tetramer. Besides, MLKL could not form a larger oligomer rather than octamer. In the in 
vitro experiment, I found that MLKL can only form a single peak of oligomer. during the 
formation of MLKL octamer from tetramer, some key animo sites are very important. When 
we mutated the S79 to A, D106 to A, MLKL can not form octamer from tetramer. When we 
mutated T122 to c, we could see an octamer band in western withour DSS. These data show 
that S79, D106, T122 have significant role in necroptosis. We also found that R30, R34 have 
crucial function when MLKL binding to membrane. In addition, when MLKL binding to cell 
membrane, the C-terminal and N-terminal is still in cell plasma. Our data illuminated the 
detailed of MLKL function in necroptosis. 
 
 
Keywords: MLKL; necroptosis; octamer 
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第一章 前 言 
1 
第一章 前 言 
1.1  细胞程序性死亡 
细胞死亡是细胞生物学中的一个重要事件，其原因有可能是一种自然过程的
结果，比如老的细胞死亡后被新的细胞所替代，或者是一种病理的结果，比如外
力损伤或者组织损伤的结果。 
细胞程序性死亡是一种由细胞内在程序控制的死亡方式，是一种收到细胞内
部机制调控的死亡方式[1，2]。比如说，在手指和脚趾的发育过程中，两根指头中
间的部分组织细胞就会发生细胞凋亡，从而发育出分开的两根指头。细胞的程序
性死亡对于植物和动物的组织发育都具有至关重要的作用 
在之前的认识中，细胞凋亡和细胞自噬都是一种程序性的细胞死亡方式，而
认为细胞坏死是一种非生理性的死亡方式（被认为是由于外力损伤的结果所导致
的）[3]。但是最近的认识发现，细胞坏死也可以是程序性的，称作程序性细胞坏
死，该死亡方式被认为是一种替代性的死亡方式，是细胞凋亡的备用途径。在某
些生理条件下，细胞凋亡无法发生，细胞坏死作为备用途径就可以发挥重要的做
种，比如病毒感染，或者基因突变。 
有丝分裂死亡（Mitotic catastrophe），被认为是一种细胞死亡方式的模式，
该死亡是由于成熟前的细胞进入有丝分裂导致的，这也是一种在电离辐射或者其
他抗癌药物刺激条件下方式的很普遍的癌细胞的死亡方式[4]。 
细胞自噬，是由于细胞内液泡或者自噬体吞噬细胞内组织所发生的的一种死亡方
式[5]。 
细胞凋亡是一种普遍发生的程序性细胞死亡方式，细胞凋亡发生的时候，通
常细胞产生一些特殊的生理或者生化或者形态学的变化[6]。比如细胞膜皱缩，细
胞核 DNA 片段化，染色体聚集等。但是，细胞凋亡是一种发生在正常细胞间质中，
可以被控制的一种细胞死亡方式。该死亡方式并不会引起生理或者病理上面的反
应[7]。 
细胞自噬是一种分解代谢的过程，在该过程中，会导致大量的细胞质内含物
和蛋白的聚集，并用细胞内部的自噬体或者溶酶体将这些物质进行降解。自噬通
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常发生在细胞遭遇饥饿或者营养剥夺的刺激条件下。在其他的生理和病理过程中
也会发生细胞自噬，比如发育，分化，神经变性疾病，病毒或者细菌感染和癌症
等条件。 
一般情况下，我们将已经发现的其他途径的程序性细胞死亡，称之为非凋亡
的程序性细胞死亡。因为这些替代性的程序性细胞死亡途径和细胞凋亡一样，都
是十分有效的细胞死亡方式[8]。 
其他类型的细胞死亡方式包括一种被称之为“anoikis”的细胞死亡方式，
该死亡方式是一种铁离子依赖的细胞死亡方式[9]。 
植物细胞也会发生与动物细胞相类似的程序性死亡方式，而且控制这些细胞死亡
的调控基因在进化中都是高度保守的。 
激活诱导的细胞死亡（Activation-induced cell death）是有 Fas 受体和
Fas 配体的相互作用而引起的细胞程序性的死亡方式。它作为反复刺激特异性 T
细胞受体（TCR）的结果而发生，并且有助于维持周围免疫耐受[11]。因此，该死
亡的过程可能导致自身免疫性疾病。换句话说，激活诱导的细胞死亡是活化的 T
淋巴细胞的负调控因子[10]。 
缺血性细胞死亡（Ischemic cell death）通常被认为是一种意外的或被动
的细胞死亡方式，而且是一种致命的伤害。该过程的特征在于线粒体流动，细胞
质空泡化，细胞核和细胞质的肿胀[12]。 
免疫原性细胞死亡（Immunogenic cell death）是由一些细胞抑制剂如蒽环
类抗生素，奥沙利铂和硼替佐米引起的细胞死亡形式[13]。 
1.1.1 细胞凋亡的研究状况 
细胞凋亡，是一种程序性的死亡方式，由细胞基因控制的，有序的死亡过程。
细胞凋亡的主要特征性包括，细胞收缩，核碎裂，染色质缩合，染色体 DNA 断裂
和 mRNA 衰变等。由于平均人类成年人的细胞每天都会发生细胞凋亡，平均每天
有 50 至 700 亿个细胞死亡。对于 8 至 14 岁的青少年来说，每天约有 200 亿至
300 亿细胞死亡[14]。 
 
细胞凋亡是一种高度调节和控制的过程，因为细胞凋亡的过程是有序的，和
可控制的，因此，该过程对于多细胞生物个体的生长和发育都是十分重要的，所
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以，该过程的相关基因在后生动物中是高度保守的。例如，在高等动物胚胎阶段，
手指见是由类似两栖动物的蹼的结构的，但是该结构在之后的发育过程中通过细
胞凋亡而消失掉了。与坏死不同，凋亡会产生细胞凋亡小体。而在体内的吞噬细
胞能够吞噬并快速去除这些凋亡小体，以防止凋亡小体中的内容物溢出到周围的
细胞，上并造成相邻细胞的损伤[15] 
因为细胞凋亡一旦开始就不能停止，它是一个高度规范的过程。在现在的认
知之中，凋亡主要分为两种方式，分别是内源性途径的凋亡和外源性途径的凋亡。 
但是，不论是内源性还是外源性的钓网方式，都是通过激活 caspase 蛋白酶来诱
导细胞死亡。 
德国科学家卡尔·沃格特（Karl Vogt）在 1842 首先描述了凋亡的现象。1885
年，解剖学家瓦尔特·弗莱明（Walther Flemming）对程序性细胞死亡过程进行
了更为精确的描述。 
1960 年之后，由 Kerr，Wyllie 和 Currie 又重新定义了这种在形态学上与
其他死亡方式不同的死亡形式，之后，他们的发现被大家广泛的接受[16]。最初，
他们对细胞凋亡分子机制的研究，是通过在对秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis 
elegans）发育的研究而发现的。线虫在发育过程中会产生 1090 个细胞，这些细
胞中的其中 131 个体细胞会在发育的过程中走向凋亡或者程序性细胞死亡
（Programmed cell death）。他们在实验观察现象表明凋亡是受到精确调控的 
2002 年诺贝尔医学奖被授予 Sydney Brenner, Horvitz 和 John E. Sulston，
表彰他们对于凋亡基因的发现所作出的贡献[17]。 
1.1.2  细胞凋亡的途径 
细胞凋亡的启动，受到凋亡激活机制的严格调节，因为一旦细胞凋亡开始，
它就不可避免地导致细胞死亡。第一种途径称之为内源途径（也称为线粒体途径）
和另一种途径称之为外源途径。当细胞受到外界的信号刺激的时候，内源途径通
过细胞内的信号传导机制被激活，外源性途径被细胞外配体结合细胞膜表面的死
亡受体，导致死亡诱导信号传导复合物（DISC）的形成，从而被激活[18]。 
细胞响应由内环境所发出的细胞内凋亡信号的传导，从而引起细胞的死亡。
另外，其他的一些应激刺激也可以导致细胞的死亡，比如热，辐射，营养剥夺，
病毒感染，缺氧[19]和增加的细胞内钙浓度，都可能引发受损细胞释放细胞内凋亡
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信号。许多其他的细胞成分，也可能有助于调节细胞的凋亡[20]。 
线粒体对多细胞生物的生长和发育至关重要。没有线粒体，细胞将无法进行
有氧呼吸并会快速死亡。这一事实构成了一些凋亡途径的基础。靶向线粒体的凋
亡蛋白以不同的方式影响细胞的生理状态。它们可能通过形成膜孔复合体引起线
粒体肿胀，或者可能增加线粒体膜的通透性并引起凋亡效应物泄漏[21]。 
到目前，研究表明存在两条主要凋亡途径：外源死亡受体通路和内源线粒体
通路，同时两条通路也能够相互影响。另外还有一条凋亡途径是 T 细胞介导的粒
酶 A 或者粒酶 B 依赖的死亡方式。外源、内源和粒酶依赖的凋亡途径最终都是需
要剪切激活 Caspase3。Caspase3 作为细胞凋亡的执行者，激活细胞质的核酸内
切酶，活化的核酸内切酶剪切细胞基因组；同时激活细胞内的蛋白酶，活化的蛋
白酶降解细胞核、剪切细胞骨架蛋白；活化的 Caspase-3 也会剪切细胞内的各种
维持正常生理功能的蛋白，如细胞骨架、聚腺苷二磷酸核糖聚合酶(Poly ADP 
ribose polymerase,PARP)、细胞骨架蛋白阿尔法胞影蛋白（Alpha-fodrin）和
核蛋白核有丝分裂器蛋白(Nuclear mitotic apparatus protein,NuMA)等等，最
终导致形成了细胞凋亡特异性的形态学特征[22]。 
研究比较清楚的外源性凋亡途径是通过跨膜受体相互作用导致起始细胞凋
亡，这些导致细胞凋亡的死亡受体（Death receptor）都属于肿瘤坏死因子受体
（Tumor necrosis factor receptor，TNFR）超家族[23]。TNFR 超家族成员都含
有一个富含半胱氨酸的胞外结构域和一个大约 80 个氨基酸组成的胞内死亡结构
域（Death domain）[24]，死亡结构域在把死亡信号从胞外传输到胞内的过程中发
挥这至关重要的作用。目前报道研究比较清楚的死亡结构域的受体包括 FasR、
TNFR1、DR3（Death receptor）、DR4 和 DR5[25-28]。我们下面以 TNFR1 来介绍死亡
受体介导的细胞凋亡分子机制。TNFα 和相应的受体 TNFR1 结合导致 TNFR1 三聚
化 ， 三 聚 化 的 TNFR1 通 过 死 亡 结 构 域 募 集 第 一 个 衔 接 蛋 白 TRADD
（TNF-R1-associated death domain protein），TRADD 能够通过死亡结构域募
集 FADD 和 RIP1[29, 30]。然后，FADD 能够通过死亡效应结构域（Death effector 
domain）和 Caspase8 相互作用，这两种蛋白相互结合后，会形成较大的蛋白复
合体，因为这是凋亡过程中产生的复合体，因此被称之为死亡诱导复合体
（Death-inducing signaling complex，DISC），导致 Caspase8 自剪切活化[31]。
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一旦 Caspase8 被活化，细胞凋亡就会开始执行。胞内 FLICE 抑制蛋白（cellular 
FLICE-inhibitory protein，cFLIP）能够通过和 FADD 和 Caspase8 相互作用而
抑制死亡受体介导的细胞凋亡[32, 33]。 
内源性凋亡途径是通过各种不同的非受体刺激介导的，如射线、毒素、低氧、
病毒感染、和氧自由基等等。这些刺激物的共同点作用结果是，打开线粒体通透
转换（Mitochondrial permeability transition，MPT）孔，导致线粒体膜电势
的丢失，最终释放促凋亡蛋白细胞色素 c（Cytochrome c）、Smac/DIABLO 和丝氨
酸蛋白 HtrA2/Omi[34-37]。这些蛋白能够激活 Caspase 依赖的线粒体途径。在线粒
体途径中，细胞色素 c 的激活，会引起下游蛋白凋亡酶激活因子-1（apoptotic 
protease activating factor-1，Apaf-1）和 caspase9 相互结合，而该结合会
形成一个较大的蛋白复合体，被称之为线粒体凋亡复合体，激活 caspase9[38, 39]。
Smac/DIABLO 和 HtrA2/Omi 通过抑制 IAP(Inhibitors of apoptosis proteins)
的活性促进细胞凋亡[40, 41]。Bcl-2（B-cell lymphoma 2）家族的蛋白精确的调控
着细胞线粒体内源途径的凋亡[42]。肿瘤抑制基因 P53 通过对 Bcl-2 家族蛋白的表
达调控，在细胞内源凋亡途径中有着非常重要的作用[43]。Bcl-2 家族的蛋白通过
调控线粒体膜的通透性来调控内源性细胞凋亡，它们家族中既有促进也有抑制线
粒体膜的通透性，因此这个家族的蛋白有些是促进细胞凋亡，有些是抑制细胞凋
亡。到目前为止，Bcl-2 家族成员已经扩展到 25 个。其中促进细胞凋亡的蛋白
包括 Bcl-10、Bax、 Bak、 Bid、Bad、Bim、Bik 和 Blk 等等。抑制细胞凋亡的
蛋白包括 Bcl-2、Bcl-x、Bcl-XL、Bcl-XS、Bcl-w 和 BAG 等等。这些蛋白主要是
通过调控细胞色素 c 的释放来调控细胞凋亡。 
粒酶凋亡途径是通过活化的细胞毒性 T 细胞释放穿孔素在细胞膜上打孔，细
胞毒性 T 细胞在通过穿孔素把丝氨酸蛋白酶粒酶 A 或者粒酶 B 释放到靶细胞。粒
酶 B 通过剪切激活 caspase10，最终激活 caspase3，导致细胞凋亡[44]。 
1.2 细胞坏死 
1.2.1 细胞程序性坏死与坏死小体 
细胞程序性坏死的过程中，会形成坏死小体（Necrosome），该小体是由 RIP1、
RIP3 和多个其他蛋白质组成的能够诱导细胞坏死的蛋白复合体[45]。Necrosome
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